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摘 要 




pET-His-PHSP1。将重组质粒 pET-28a-PHSP1 转化大肠杆菌 BL21(DE3)，经
0.5mmol/L IPTG（异丙基β-D- 硫代半乳糖苷）37℃诱导 4h，12% SDS-PAGE
电泳，可见一分子量约为 70 kDa 的蛋白条带，用抗 mtHSP70 特异性抗体进行
Western blotting 杂交检测，证实该表达蛋白确是 PHSP1 蛋白。进一步优化了外
源 PHSP1 基因在大肠杆菌中的表达条件（IPTG 浓度、温度、时间），表明
0.25mmol/L IPTG、37℃、诱导 5h，目的蛋白表达量 高。该外源基因在大肠杆
菌 BL21(DE3)中表达量高于 ER2566，pET-28a-PHSP1 在 BL21(DE3)中表达量高
于 pET-His-PHSP1。 
其次，构建了植物表达载体 pBI121-PHSP1，将 PHSP1 基因置于 CaMV35S
启动子控制之下，通过根癌农杆菌（Agrobacterium tumefaciens）EHA105 介导，
将 PHSP1 基因转入烟草叶片组织中。30d 后，经卡那霉素筛选获得抗性苗。对
获得的抗性苗进行 PCR 扩增和 Western blotting 检测，证实目的基因成功整合到
烟草基因组并得以表达。 
对野生型和转基因烟草进行盐胁迫处理（0、100、300mmol/L NaCl，时间为























PHSP1, the cDNA for mtHSP70 (mitochondrial heat shock protein，mtHSP70) 
has been isolated from Pisum sativum. The protein encoded by PHSP1 is a 
homologue of the mtHSP70 proteins, involving in the translocation of pre-proteins 
across the inner mitochondrial membrane during the process of mitochondrial protein 
import. 
In the study, PHSP1 was sub-cloned into the prokaryotic expression vector 
pET-28a and pET-His using recombinant DNA techniques. Transforming 
pET-28a-PHSP1 into BL21(DE3) cells and were grown at 37  to mid log phase.℃  
Protein expression was induced by addition of 0.5mmol/L IPTG (Isopropyl-β-D- 
thiogalactopyranoside). 4 hours later, bacterial proteins were separated by 12% 
SDS-PAGE. A new protein with MW approximately 70kDa was observed. With 
anti-mtHSP70 antibodies, Western blotting hybridization experiment confirmed this 
new protein as mtHSP70 (PHSP1).With the change of IPTG and culturing conditions, 
different PHSP1 expression yields were induced, in which maximum PHSP1 
expression yields were observed at 0.25mmol/L IPTG, 37  and 5 hours after ℃
induction. E. coli BL21(DE3) cells, transformed by pET-28a-PHSP1, expressed more 
PHSP1 than ER2566. pET-28a-PHSP1 had better expression than pET-His-PHSP1 in 
BL21(DE3) cells. 
Plant expression plasmid pBI121-PHSP1 was constructed for transformation, 
including a strong, constitutive 35S promoter of Cauliflower Mosaic Virus (CaMV), 
which can be highly expressed in eukaryotic cell. Tobacco leaf disks were infected 
and pBI121-PHSP1 was transformed into tobacco cells by the 
Agrobacterium-mediated transformation techniques with EHA105. Transformants 
were selected on the basis of resistance to the antibiotic kanamycin. After 30 days’ 
culture, we successfully got transformed seedlings. PCR technique proved that extra 
PHSP1 gene existed in the seedlings. By Western blotting hybridization, more 
mtHSP70 had been found in transgenic seedlings. The results indicated that PHSP1 
















NaCl treatments (0, 100, 300 mmol/L NaCl) were applied to the leaves of wild 
type t and ransgenic tobacco for 0, 6, 24, 48 hours. We found that leaves of wild type 
tobacco were injured more seriously than transgenic tobacco at 300mmol/L NaCl 
after 48 hours. Leaf SOD (superoxide dismutase), POD (peroxidase) and CAT 
(catalase) activities had different changes with the rise of NaCl concentration and 
extending time. But at same treatment condition, transgenic tobacco leaves always 
had higher SOD, POD and CAT activities than wild type. We concluded that PHSP1 
expression in transgenic tobacco protected or stabilized the structure of three enzymes 
under NaCl treatment. Therefore, transgenic tobacco had higher resistance to NaCl 
stress. 
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第一章 前言  
1.1 热激蛋白 
1962 年，Ritossa 等（1962）观察到将果蝇幼虫的饲养温度从 25℃提高到 30
℃，30min 后，其唾液腺多丝染色体上出现了特殊的“膨突”，提示该区域的基
因转录增强，Ritossa 称之为热激反应。Tissieres 等（1974）证实，由于温度升高，
染色体膨突区域基因转录增强，相应生成了分子量为 70kDa 和 26kDa 等的一系
列蛋白质，即热激蛋白（heat shock protein, HSP）。进入 80 年代，Nover（1984）
和 Sorger 等（1987）先后阐明了 HSP 的序列、基因结构及位点，并确定是由于
高热导致该基因中保守的上游调节序列即热休克元件（heat shock element, HSE）
发生变化，由此引起热激应答，并激活该基因转录编码合成 HSP。 
 1.1.1 热激蛋白的定义 
高于正常生长温度 5℃以上的温度即可称为热激（heat shock, HS）。热激条
件下，生物体大部分正常蛋白质的合成和 mRNA 的转录被抑制，同时迅速合成




水分胁迫、胞外 pH 值变化、病原入侵、低温处理等，均可诱导细胞产生 HSP
（Vierling, 1991）。 
除诱导以外，正常生活的细胞中也有 HSPs，这类 HSPs 是组成型表达的，
称为 HSC（heat shock cognate protein）。HSC 和诱导型 HSP 在结构和功能上都很
难区分，统称为 HSP。Ubi（ubiquitin，泛素）是一种依赖 ATP 促进细胞蛋白质
水解的小分子量热激蛋白。PDI（proteindisulphide-isomerase，蛋白质二硫键异构
酶）也被认为是一种热激蛋白。 
1.1.2 热激蛋白的分类  
依据热激蛋白在十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳（SDS-PAGE）上的表
现分子量的不同，将热激蛋白分成 HSP110s、HSP90s、HSP70s、HSP60s 和分子
量在 15kDa-30kDa 之间的 LMW HSPs（low molecular weight HSPs）或 smHSPs 
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weight HSPs）或 laHSPs（large HSPs）。SmHSPs 又可以分为细胞质Ⅰ类 smHSPs、
细胞质Ⅱ类 smHSPs、叶绿体 smHSPs、线粒体 smHSPs和内膜 smHSPs等（Vierling, 
1991）。  





















blotting分析表明，热激3-5 min就可检测到大豆幼苗HSP mRNAs的积累，1-2 h 达
































合成HSPs，并迅速对热激作出反应（Brodl, 1989; Gurly and Key, 1991）。关于
HSP基因表达的信号传递途径目前还不清楚，由于诱导HSP合成的逆境可直接损
伤蛋白质或合成异常蛋白质，因此认为异常蛋白质的积累激活了HSP基因
（Ananthan et al., 1986）。氨基酸类似物也能诱导HSP合成，但其渗入可能破坏
蛋白质的功能。例如培养果蝇时加入氨基酸类似物刀豆氨酸（canavanine），合
成的HSP没有功能，也不能选择定位。因此合成有功能的HSP对热激蛋白基因表































图 1-1 HSF 调控模型 
Fig.1-1 The regulation model of HSF 
①非应激细胞中，HSF 以无活性的单体形式与 HSP70 结合；②应激条件下，增加的变性蛋
白竞争结合 HSP70，HSF 从 HSF-HSP70 复合体中解离，三聚化形成同源三聚体，暴露出
DNA 结合区和 NLS（核定位序列）；③在 NLS 介导下 HSF 三聚体进入胞核结合 HSP 基因
启动子内的特定区域；④HSF 磷酸化开启 HSP 的转录；⑤当 HSP70 转录过量时又与 HSF






























1.2.1 HSP70s 的分类 
HSP70s存在于所有细胞器中（Vierling, 1991; Boston et al., 1996; Miernyk,  
1997），包括细胞质、内质网（endoplasmic reticulum, ER）（Munro and Pelham, 
1986; Normington et al., 1989; Rose et al., 1989）、线粒体（Engman et al., 1989; 
Leustek et al., 1989; Amir-Shapira et al., 1990）和植物叶绿体（Amir-Shapira et al., 
1990; Marshall et al., 1990）。ER中的HSP70又称BiP或GRP，原核生物如大肠杆
菌的HSP70就是DnaK蛋白，在酵母中即是KAR2。从细菌到人的所有生物都有






1.2.1.1 细胞质 HSP70s 
真核生物所有组织的细胞质中都有组成型HSC70，同时HSP70也受温度等诱
导（Lindquist, 1986; Chen et al., 1990）。植物中己经分离了玉米（Rochester et al., 
1986）、番茄（Duck et al., 1989）、矮牵牛（Winter et al., 1988）、拟南芥（Wu 
et al., 1988）、大豆（Roberts and Key, 1991）、豌豆（DeRocher et al., 1990）和
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